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Abstract: Intrinsisch ungeordnete Proteine (IUPs) kçnnen
unterschiedliche Interaktionspartner binden. Mehrere Bin-
dungsregionen in IUPs, die durch komplexe kooperative Ef-
fekte zusammenwirken, vereinfachen solche Interaktionen.
Gleichzeitig erschweren sie aber die Analyse solcher IUP-
Komplexe. Um diese Schwierigkeit anzugehen, kombinierten
wir Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie mit zeitaufgelçster
Polarisationsspektroskopie, um die Eigenschaften der Bindung
des IUP Nucleoporin 153 (Nup153) mit Transportrezeptoren
(TRs) des Kerntransports zu untersuchen. Die Detektion von
flexibler Segmentbewegung im R�ckgrat des Proteins Nup153
zeigte lokale, regionsspezifische Bindungspr�ferenzen von
TRs. Solche Eigenschaften bleiben oft verborgen, wenn allge-
meine – nicht regionsspezifische – Eigenschaften des IUP un-
tersucht werden. Die Affinit�t von funktionell und strukturell
unterschiedlichen TRs f�r bestimmte Regionen von Nup153
kçnnen sich um Grçßenordnungen unterscheiden – ein Befund
mit Bedeutung f�r verschiedene Transportwege im Kerntrans-
port.

Wie intrinsisch ungeordnete Proteine (IUPs) ihre außer-
gewçhnliche Bindungsvielfalt mit ihrer Funktion als Inter-
aktionsplattform in Einklang bringen, ist großteils unbekannt.
Trotz mannigfaltigen Fortschritten[1] bleibt es weiterhin an-
spruchsvoll, IUP-Komplexe zu untersuchen, vor allem wenn
das IUP in der gebundenen Form in einem hohen Grade
ungeordnet bleibt.[2] Um dieses Problem anzugehen und die
unterschiedlichen Bindungsregionen eines IUP zu analysie-
ren, ist es �blich das Protein zu fragmentieren. Inzwischen ist
aber klar, dass kooperative Effekte oder dynamische allo-
sterische Interaktionen[3] verloren gehen, wenn Bindungs-
stellen besch�digt oder entfernt werden. Einzelne Bindungs-
stellen in IUPs sind oft kurze lineare Motive (linear motifs[4])
oder einzelne Seitenkettenmodifikationen, z.B. Phosphory-
lierungen.[1b, 5] Bekannte Beispiele sind Substrate von Kina-
sen, wie das IUP Sic1, das ungeordnet bleibt, wenn es an Cdc4
gebunden ist.[1b] Nur eine einzige Bindungsstelle von Cdc4

scheint an der Bindung beteiligt zu sein, was die Interaktion
monovalent macht, wenngleich die Zahl der Phosphorylie-
rungen im IUP die Bindungsst�rke beeinflussen kann.[3c,6]

Große Proteinkomplexe kçnnen noch viel kompliziertere
Interaktionsabh�ngigkeiten aufweisen,[3a, 7] und Studien, die
nur das globale Verhalten eines Komplexes testen, wie die
Dissoziationskonstante (Kd), kçnnen einen unvollst�ndigen
�berblick ergeben.[3b]

Hier zeigen wir, dass zeitaufgelçste Fluoreszenzanisotro-
pie, zusammen mit Korrelationsspektroskopie und positi-
onsspezifischer Proteinmarkierung, differenzielle Segment-
bewegung des IUP-R�ckgrats detektieren kann, wenn dieses
an einen Interaktionspartner gebunden ist. Diese Technik
kann daf�r genutzt werden, lokale Bindungsst�rken zwischen
IUPs mit mehreren Bindungsstellen und Interaktionspart-
nern mit einer oder mehreren Bindungsstellen zu identifi-
zieren. Der unerwartet hohe dynamische Bereich dieser
Methode ermçglicht es, sequenzspezifische Bindungsaffini-
t�ten �ber mehrere Grçßenordnungen hinweg im gleichen
IUP zu detektieren. Dabei gibt es keine offensichtliche
Grçßenbegrenzung f�r das IUP.

Wir nutzten diesen Ansatz, um Komplexe des großen,
Phenylalanin-Glycin(FG)-reichen IUP Nucleoporin 153
(Nup153)[8] zu untersuchen. Solche FG-Nucleoporine mit
wiederkehrenden FG-Motiven (FG-Nups) sind zentraler
Bestandteil der Permeabilit�tsbarriere des Kernporenkom-
plexes. Als die grçßte molekulare Maschine in der Zelle re-
guliert dieser den Transport �ber die Kernmembran.[9] Eine
Schl�sseleigenschaft dieses Transportmechanismus ist die
Interaktion zwischen FG-Motiven und gefalteten Transport-
rezeptoren (TRs), die ihre Fracht durch die Pore schleusen.[10]

Da TRs typischerweise mehr als eine FG-Bindungsstelle
aufweisen und FG-Nups mehrere FG-Motive haben (Nup153
hat 24), sind ihre Interaktionen gleichzeitig durch „eines mit
vielen“ wie auch „viele mit einem“ gekennzeichnet – ein
Problem der Mehrbindigkeit (illustiert in Abbildung 1b).[9,11]

Tats�chlich ist die Situation noch komplexer, weil die Se-
quenz der meisten FG-Nups, das große und multifunktionel-
le[8] Nup153 eingeschlossen, heterogen, aber nicht zuf�llig ist
und weil es unterschiedliche FG-Motive gibt (definiert durch
benachbarte Aminos�uren; Abbildung 1 a). Da die Sequenz
von FG-Nups nicht zwischen unterschiedlichen Spezies kon-
serviert ist sowie wegen der Komplexit�t des Kernporen-
komplexes und der noch immer unbekannten Beschaffenheit
der Permeabilit�tsbarriere ist das molekulare Verst�ndnis
dar�ber, wie FG-Nup-Sequenz mit Funktionalit�t und TR-
Bindung korreliert, immer noch begrenzt.[13] Deshalb kann
ein vertieftes Verst�ndnis von regionsspezifischer Funktio-
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nalit�t signifikant dazu beitragen, einen essenziellen Pro-
teintransportmechanismus aufzukl�ren.

Proteinbindung und die Zahl gebundener Proteine
kçnnen durch die hydrodynamischen Eigenschaften des
Proteins/Proteinkomplexes abgesch�tzt werden. Fluores-
zenzkorrelationsspektroskopie (FCS) und zeitaufgelçste
Fluoreszenzanisotropie messen beide den hydrodynamischen
Radius eines markierten Proteins, indem sie translationale
bzw. angulare Diffusion bestimmen.[14] Wir markierten die
FG-reiche Dom�ne von Nup153 (Nup153FG) positionsspe-
zifisch mit dem Fluorophor Atto655 in der N�he des N-Ter-
minus (C990, d.h. 115 Aminos�uren Abstand zum N-Termi-
nus) und des C-Terminus (C1391, d.h. 80 Aminos�uren Ab-
stand zum C-Terminus; Nummerierung bezieht sich auf das
gesamte Protein wie in Uniprot ID P49790) und maßen Dif-
fusion und Rotation. FCS-Kurven wurden mit einem einzel-
nen Diffusionskoeffizienten angepasst (D), und Anisotro-
piekurven wurden durch die zwei Rotationszeiten 1kurz (Ro-
tation des Fluorophors um seine Achse) und 1lang (Protein-
rotation, siehe Hintergrundinformationen (SI) und Abbil-
dung S1 (SI) f�r weitere Details) beschrieben. Da der kleine
Fluorophor das Protein nur sehr wenig beeintr�chtigt, waren
FCS (D, Diffusion) und Fluoreszenzanisotropie (r, Rotation)
unabh�ngig von der Markierungsstelle.

Anschließend f�gten wir einen �berschuss des TR Im-
portinb (97 kDa) zu. Die Diffusion verlangsamte sich ent-

sprechend der Komplexbildung gleichermaßen f�r beide
markierten Proteine. Die Rotationsmessungen besagten aber,
dass C990 viel schneller rotierte (1lang� 30 ns) als C1391 (1lang

� 90 ns; Abbildung 1 d). �bereinstimmend mit einer poly-
merphysikalischen Betrachtung des IUP kann ein solcher
Effekt mithilfe von Segmentbewegung erkl�rt werden.[15]

Diese besagt, dass individuelle Segmente eines Polymers
(Polypeptids/Proteins) unabh�ngig von anderen Segmenten
desselben Polymers rotieren kçnnen. Wie auch in fr�heren
Studien mit IUPs[15] wurde differenzielle Segmentbewegung
nicht im ungebundenen Zustand detektiert. Unsere Befunde
lassen aber darauf schließen, dass Segmentbewegung als
Anzeige f�r die relative St�rke von Bindungen zu Regionen
in der N�he der Markierungsstelle innerhalb des dynami-
schen und großen Komplexes genutzt werden kann. Unsere
Experimente deuten daher auf eine st�rkere Bindung von
Importinb in der Region um C1391 als in der Region um
C990 hin.

Wenn unsere Rotationsmessungen tats�chlich durch
Segmentbewegung charakterisiert sind und nicht durch Ro-
tation des gesamten Proteins, sollte 1lang nicht direkt vom
Molekulargewicht (MW) des Proteins abh�ngen, wenn ver-
schieden große FG-Nups analysiert werden. Wir markierten
unterschiedlich große FG-Nups (Hefe- und Humanproteine)
und erhielten in der Tat einen MW-unabh�ngigen Durch-
schnittswert von 1lang = (12� 1) ns. D, das wir aus den FCS-
Messungen erhielten, skalierte aber direkt mit dem MW bei
einer doppelt-logarithmischen Auftragung (Abbildung 2 a).

Um den Empfindlichkeits- und Robustheitsgrad der
Segmentanalyse zur Bestimmung von Bindungsaffinit�ten in
ungeordneten Komplexen zu testen, stellten wir Nup153FG-

Abbildung 1. a) Schema von Nup153FG mit Markierungsstellen als ge-
strichelte Linien. b) Importinb (PDB-Code: 1O6O) ist orange mit FG-
Bindungsstellen in blau. Nup153FG ist grau, mit F-Resten in rot.
c, d) Vergleich von FCS- (G(t) in (c)) und Anisotropie-Rohdaten (r in
(d)) von markiertem Nup153FG in der Ab- (schwarz) und Anwesenheit
(rot) von Importinb mit zugehçrigem Schema von Nup153FG-Seg-
mentbewegung (e). g, f) Importinb-Titration, gemessen anhand von D
(f) und r/1lang (g); gestrichelte Linie bei 1 mm Importinb.

Abbildung 2. a) Diffusion und Rotation von unterschiedlich großen
FG-Fragmenten (rechtes Schema; orangene Punkte mit Standardab-
weichung in den Graphen; die gestrichelte Linie ist der Durchschnitt).
Schwarze Punkte sind Werte f�r aus der Literatur bekannte, globul�re
Proteine mit zugehçriger Angleichung.[16] b) Rohdaten von markiertem
Nup153AGFG und Nup153FGAG in Ab- (schwarz) und Anwesenheit
(rot) von Importinb, mit zugehçrigem Schema.
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Chim�ren her, die zum Teil in ihrer TR-Bindungsf�higkeit
eingeschr�nkt sind: Entweder in der FxFG- oder in der
PxFG-reichen Region wurden alle F durch A ausgetauscht
(Nup153AGFG und Nup153FGAG). FG!AG-Mutationen
verhindern die Bindung von Importin b[17] und sollten daher
die Segmentbewegung in Gegenwart von Importin b signifi-
kant beeinflussen. Wir bauten Markierungsstellen nahe des
N- und C-Terminus in diese Chim�ren ein (C883 und C1391)
und maßen Diffusion und Rotation in An- und Abwesenheit
von Importin b, wie in Abbildung 1 beschrieben. W�hrend die
Diffusion der Chim�ren weitestgehend gegen�ber der von
Nup153FG unver�ndert war und die Gegenwart von Impor-
tin b die Diffusion der unterschiedlichen Chim�ren �hnlich
beeintr�chtigte, wurde die Rotation durch die Gegenwart des
TR differenziell beeintr�chtigt. Da Importin b deutlich re-
duzierte Affinit�t zu AG-Regionen hat, war die Fluoreszen-
zanisotropie nur dann beeinflusst, wenn der Fluorophor in
einer FG-Region angebracht war (Abbildung 2b sowie Ab-
bildung S2 zum direkten Vergleich mit dem Wildtyp). Wie in
Abbildung S3 gezeigt wird, best�tigen auch Pikosekunden-
aufgelçste FCS-Messungen[14,18] das Auftreten von Segment-
bewegung.

Da bei den FCS-Messungen alle Mutanten einen �hnli-
chen D-Wert haben, kçnnen wir eine allgemeine, effektive
Dissoziationskonstante DKd,app� 1200 nm (app: apparent) aus
der Importinb-Titration absch�tzen (Abbildung 1 sowie Ab-
bildung S4, siehe SI Methoden). Wenn man aber effektive
Dissoziationskonstanten 1Kd,app aus den Rotationsmessungen
bestimmt, erh�lt man ein ganz anderes Bild, mit 1900 nm f�r
C990 und 40 nm (47-mal kleiner) f�r C1391. Auch wenn 1lang

bei einer Importin b-Konzentration von 1 mm nur um einen
Faktor 3 zwischen C990 und C1391 unterschiedlich ist (30
gegen�ber 90 ns), liefert uns die Titration regionsspezifische
1Kd,app-Werte, die sich innerhalb desselben Proteins um
mehrere Grçßenordnungen unterscheiden.

Es ist auch interessant, dass D bei hohen Importin b-
Konzentrationen viel kleiner wird, als wir es von einem
Komplex mit 1:1-Stçchiometrie erwarten. Dies l�sst darauf
schließen, dass mehrere (etwa sieben) TRs Nup153FG
gleichzeitig binden kçnnen (Abbildung S5). Kleine 1Kd,app-
Werte (selbst kleiner als DKd,app) kçnnen entweder daraus
resultieren, dass ein TR st�rker an die getestete Region
bindet, oder dadurch, dass mehrere TRs gleichzeitig binden.
Diese Mçglichkeiten kçnnen nicht ohne Weiteres durch
1Kd,app-Messungen unterschieden werden, man kann jedoch
beide als „st�rkere Affinit�t“ f�r die getestete Region inter-
pretieren.

Anschließend weiteten wir unsere Studie systematisch aus
und analysierten D und 1lang f�r sieben unterschiedliche
Nup153FG-Markierungsstellen in der Gegenwart von Im-
portinb. Wegen der Komplexit�t der Nup153FG-Sequenz in
der zentralen Region beschr�nkten wir unsere Analyse auf
die FxFG- und PxFG-reichen Regionen (Abbildung 1a). In
diesen Experimenten zeigen wir Werte von D und 1lang f�r nur
eine konstante Importin b-Konzentration, was relative Affi-
nit�tsunterschiede liefert, nicht aber Kd,app-Werte f�r jede
einzelne der getesteten Nup153FG-Regionen, wof�r eine
Titration nçtig w�re (siehe SI Methoden). �bereinstimmend
mit den Experimenten in Abbildung 2 beschreiben die sieben

Markierungsstellen regionale Bindungspr�ferenzen, wobei
1lang von C1391 sechsmal grçßer ist als das von C1042, der
schw�chsten Bindungsregion von Importin b (Abbildung 3
sowie Abbildung S6 und Tabelle S1). Wie aufgrund der vor-
herigen Experimenten erwartet, �nderte sich D nicht we-
sentlich zwischen den unterschiedlichen Regionen ((0.50�
0.06) � 10�6 cm2 s�1).

Im Kerntransport gibt es eine Reihe unterschiedlicher
TRs mit verschiedenen Strukturen und Funktionen.[10b] Mo-
tiviert durch unsere Ergebnisse mit Importinb w�hlten wir
nun TRN1 (�hnliche superhelikale Struktur wie Importinb)
und NTF2 (ein Dimer, reich an b-Faltbl�ttern), um regions-
spezifische Interaktionen mit Nup153FG zu testen. Zun�chst
optimierten wir die TR-Konzentrationen, sodass sich der 1lang-
Wert bedeutend von dem im ungebundenen Zustand ge-
messenen unterschied, und bestimmten nachfolgend Dif-
fusion und Rotation (siehe SI Methoden f�r Details). Wie
auch bei der Interaktion mit Importinb war D bei der Inter-
aktion mit TRN1 und NTF2 weitestgehend unabh�ngig
von der Markierungsstelle (DTRN1 = (0.6� 0.1) � 10�6 cm2 s�1

und DNTF2 = (0.63� 0.15) � 10�6 cm2 s�1). Rotationsmessun-
gen zeigten allerdings auch f�r TRN1 und NTF2 Bindungs-
pr�ferenzen (Abbildung 3 sowie Abbildung S6 und Tabel-
le S1).

Affinit�ten zwischen FG-Nups und TRs sind schon lange
Diskussionsthema, und wegen der Tatsache, dass Nup153FG
ungeordnet ist, sind Kd-Messungen nicht leicht mit klassi-
schen biochemischen Techniken, z.B. analytischer Ultrazen-
trifugation oder Gel-Shift-Experimenten, zu erzielen. Zudem

Abbildung 3. Vergleich von D und 1lang von Nup153FG allein. Das Viel-
fache der �nderung ist in Gegenwart der unterschiedlichen TRs darge-
stellt (siehe SI f�r TR-Konzentrationen). Gestrichelte Linien zeigen den
Durchschnitt �ber alle Mutanten. Der �bersichtlichkeit halber sind Si-
gnifikanzlevels nur zwischen den beiden unterschiedlichsten Markie-
rungsstellen gezeigt (** p<0.01; *** p<0.001). Die rechte Graphik
zeigt schematisch die unterschiedlichen Bindungswahrscheinlichkei-
ten.
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kçnnen die meisten Techniken nur Affinit�ten zu vollst�ndi-
gen FG-Nups (in vitro oder in vivo) oder biochemischen
Fragmenten bestimmen (z.B. Lit. [19]). Unsere Messungen
liefern reproduzierbare und robuste Informationen �ber dif-
ferenzielle 1Kd,app-Werte der unterschiedlichen Nup153FG-
Regionen mit Importin b. Dies unterstreicht den facettenrei-
chen Bindungscharakter selbst innerhalb eines einzigen FG-
Nup und gibt Anlass zu Spekulationen �ber die Bedeutung
unserer Ergebnisse f�r den Kerntransport. Unabh�ngig
davon, welches Transportmodell wir betrachten,[8b, 20] kçnnten
unsere differenziellen Bindungsaffinit�ten der unterschiedli-
chen TRs zu bestimmten Regionen innerhalb von Nup153
eine molekulare Grundlage f�r unterschiedliche Transport-
wege in der Pore darstellen.[10a] Dies w�re eine weitere Re-
gulationsebene des komplexen Kerntransports.

Zusammenfassend haben wir f�r einen komplizierten und
großen IUP-Komplex nachgewiesen, dass Segmentbewe-
gungsanalyse regionsspezifische Unterschiede (vielfache
�nderung in 1lang) in Protein-/Ligandbindung �ber mehrere
Grçßenordnungen hinweg messen kann, ohne den Komplex
zu beeintr�chtigen. W�hrend Anisotropiemessungen auf dem
Fluoreszenzgebiet Standard sind, um Proteingrçßen zu be-
stimmen, skalieren unsere Anisotropiedaten nicht mit der
Proteingrçße (Abbildung 2), weil IUPs eine hohe R�ckgrat-
flexibilit�t aufweisen.[15a] Wir detektierten keine großen Un-
terschiede in der Segmentbewegung der unterschiedlichen
Regionen, wenn Nup153FG ungebunden war – und dies trotz
der heterogenen Sequenzzusammensetzung. Erst wenn der
Nup·Importinb-Komplex gebildet wurde, konnten wir signi-
fikant unterschiedliche Segmentbewegungen beobachten.
Unsere Herangehensweise kann zwar im Prinzip auf jedes
System angewendet werden, das eine starke Segmentbewe-
gung aufweist, sie ist aber besonders bedeutend f�r die
Analyse von IUPs innerhalb von sogenannten „fuzzy“-
Komplexen.[2] Da niedrigere Proteinkonzentrationen als bei
anderen Methoden genutzt werden kçnnen, kçnnen auch
aggregationsanf�llige Systeme untersucht werden, zu denen
auch Nup15FG gehçrt.[21] Eine Limitation hin zu großen 1lang-
Werten besteht darin, dass diese von �hnlicher Grçße sein
m�ssen wie die Fluoreszenzlebenszeit. Pikosekunden-FCS
ermçglicht in dieser Hinsicht einen grçßeren dynamischen
Bereich, allerdings verbunden mit dem Nachteil von kom-
plizierterer Technik und Analyse.

Unser Ansatz erweitert daher das aktuelle Repertoire von
minimalinvasiven Methoden zur Analyse und Lokalisation
funktionaler Bindungsstellen ohne biochemische Fragmen-
tierung oder Beseitigung von Bindungsstellen. Die Band-
breite an biochemischen Methoden, die entwickelt wurden,
um Fluoreszenzmarker auch in komplizierte Proteine einzu-
bauen,[22] wird die breite Anwendbarkeit der Methode zur
Analyse von unterschiedlichsten großen Komplexen (wie sie
im eukaryotischen Proteom h�ufig vorkommen[3c,23]) ermçg-
lichen. Unsere Methode bençtigt nur eine positionsspezifi-
sche Proteinmarkierung, was einfacher ist als intermolekula-
rer Fçrster-Resonanzenergietransfer (FRET); f�r FRET
m�ssten sowohl das Nup als auch Importinb markiert
werden. Dieser Komplex ist so groß, dass er den dynamischen
Bereich von FRET (3–10 nm)[14] �bersteigt. Da Fluoreszenz
außerdem im Prinzip eine nichtinvasive Technik ist, kçnnte

Segmentbewegung in der Zukunft sogar dazu genutzt werden,
regionsspezifische Bindungsprofile in der Zelle zu beobach-
ten.
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